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บทคดัย่อ 
 

การเกิดสีน ้ าตาลในผกักาดแปรรูปพร้อมบริโภคเป็นปัญหาส าคญัท่ีส่งผลต่อคุณภาพและการยอมรับของ
ผูบ้ริโภค งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาผลของการใชแ้คลเซียมแลคเตทท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1.5% ในการชะลอการเกิดสี
น ้าตาลและการเส่ือมสภาพของผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภค จากการทดลองพบว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อม
บริโภคท่ีมีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตท เป็นเวลา 10 นาที มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเกิดสีน ้าตาลเม่ือเทียบ
กบัผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตท (ชุดควบคุม) ค่าคะแนนการเกิดสี
น ้าตาล (Browning index) ท่ีต ่ามีความสมัพนัธ์กบัการลดลงของการสงัเคราะห์สารประกอบฟีนอล และกิจกรรมของ
เอนไซม ์Phenylalanine ammonialyase (PAL), Polyphenol oxidase (PPO) และ Peroxidase (POD) เม่ือเทียบกบัชุด
ควบคุม นอกจากน้ีการเส่ือมสภาพของเซลลเ์มมเบรน พิจารณาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์Lipoxygenase 
(LOX), ปริมาณ Hydrogen peroxide (H2O2) และ Malondialdehyde (MDA) มีการเพ่ิมสูงข้ึน จากการทดลองพบว่า
การใชส้ารละลายแคลเซียมแลคเตทสามารถลดการสะสมของปริมาณ MDA, Hydrogen peroxide และกิจกรรมของ
เอนไซม ์LOX ดงันั้นการใชแ้คลเซียมแลคเตทสามารถชะลอการเกิดสีน ้าตาลและเส่ือมสภาพของผกักาดหวานแปร
รูปพร้อมบริโภคได ้
 

ค าส าคัญ: ผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภค, แคลเซียมแลคเตท, ปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาล, การเส่ือมสภาพ 
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ABSTRACT 
 

Browning symptom in fresh-cut romaine lettuce is an important problem, affecting quality and consumer 
acceptance. This research is to study the effects of 1.5% calcium lactate delay browning and deterioration of fresh-
cut romaine lettuce. These results showed that the fresh-cut romaine lettuce immersed in calcium lactate for 10 
minutes had inhibited browning efficiency compared to non-treated calcium lactate (Control). Lower browning 
index was directly associated with a decrease in phenolic compounds, enzyme activities of Phenylalanine 
ammonialyase (PAL), Polyphenol oxidase (PPO) and Peroxidase (POD) in contrast with the control. Additionally, 
deterioration of membrane cells can investigate the increase of enzyme activity of Lipoxygenase (LOX), content 
of Hydrogen peroxide (H2O2) and Malondialdehyde (MDA). This research showed that the use of calcium lactate 
solution can reduce the accumulation of MDA content, hydrogen peroxide and enzyme activity of LOX. Hence, 
the use of calcium lactate in fresh-cut romaine lettuce can delay browning and deterioration. 
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บทน า 
ผกักาดหวานเป็นผลิตผลอีกประเภทหน่ึงท่ี

คนนิยมปลูกและบริโภคกนัมากข้ึน เน่ืองจากมีคุณค่า
ทางอาหารสูง  ส่วนใหญ่ถูกน ามาแปรรูปเป็นผกัสลดั
พร้อมบริโภค แต่ปัญหาส าคัญท่ีพบ คือ มีการ
เปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาอย่างรวดเร็ว เน่ืองจาก
เซลล์ของผกักาดหวานถูกท าลายจากกระบวนการ
แปรรูป ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางดา้นชีวเคมี
ต่างๆ เช่น การสลายตวัของคลอโรฟิลล ์การสูญเสีย
น ้ า การสูญเสียวิตามินซี และกระบวนการเกิดสี
น ้ าตาล (He and Luo, 2007) ซ่ึงการเปล่ียนแปลง
ดงักล่าวส่งผลต่อคุณภาพของผกักาดหวานและการ
ยอมรับของผูบ้ริโภค โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเกิดสี
น ้ าตาลเน่ืองจากเป็นส่ิงท่ีผูบ้ริโภคสามารถมองเห็น
ได ้โดยทัว่ไปผกักาดท่ีผา่นการตดัแต่งจะเกิดสีน ้าตาล
บริเวณบาดแผล และมีอตัราการหายใจท่ีเพ่ิมสูงข้ึน 
ส่งผลให้ผลิตผลมีอายุการเก็บรักษาสั้ น การเกิดสี
น ้ า ต า ลในผักและผลไม้ มีส า เห ตุม า จา กก า ร
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารประกอบฟีนอลิก

โดยมีเอนไซม ์Polyphenol oxidase (PPO) เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา ท าให้สารประกอบฟีนอลิกเปล่ียนเป็น
สารประกอบเชิงซอ้นท่ีมีสีน ้ าตาล (Moon et al., 2020) 
นอกจากน้ีในระหว่างการเก็บรักษาผลิตผลมีการ
เปล่ียนแปลงและเส่ือมสภาพของผลิตผลเกิดข้ึน
ตลอดเวลา การเส่ือมสภาพสามารถวดัได้จากการ
กระบวนการเกิด Lipid peroxidation โดยการเกิด 
Lipid peroxidation ในส่ิงมีชีวิตเกิดจากสภาวะ
ความเครียด ส่งผลใหเ้กิดความเสียหายทางชีวโมเลกุล 
เรียกว่า Oxidative damage ซ่ึงปกติพืชมีการปรับ
สมดุลระหว่างสารอนุมูลอิสระและสารตา้นอนุมูล
อิสระ หากเกิดการสะสมของสารอนุมูลอิสระภายใน
เซลลม์ากเกินไปส่งผลใหเ้กิดการเส่ือมสภาพและการ
ตายของเซลลใ์นท่ีสุด (Baysal and Demirdoven, 2007) 

ปัจจุบนัมีวิธีการเก็บรักษาและยบัย ั้งการเกิด
สีน ้ าตาลและการเส่ือมสภาพของผกัแปรรูปพร้อม
บริโภค ไดแ้ก่ การใชวิ้ตามินซี (Ascorbic acid), การ
ลดอุณหภูมิ (Pre-cooling) และการดดัแปลงสภาพ
บรรยากาศ (Modified atmosphere) เป็นวิธีการปรับปรุง 
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คุณภาพของผกักาดแปรรูปพร้อมบริโภคใหมี้ลกัษณะ
คุณภาพใกล้เคียงกับผลิตผลเดิมและสามารถเก็บ
รักษาไดย้าวนานมากข้ึน มีความพยายามในการศึกษา
หาชนิดของสารเคมีท่ีมีความปลอดภยัต่อการบริโภค
มีประสิทธิภาพในการควบคุมคุณภาพและอายุการ
เก็บรักษา ดงันั้นแคลเซียมแลคเตทซ่ึงเป็นสารเคมีท่ี
อนุญาตให้ใชไ้ดก้บัอาหารและมีความปลอดภยั จึงมี
การน ามาศึกษาเพ่ือชะลอการเกิดสีน ้ าตาลและการ
เส่ือมสภาพ 

เกลือแคลเซียม (Calcium salt, Ca 2+) ถูกน ามา 
ใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร โดยมีวตัถุประสงคเ์พ่ือปรับปรุง 
คุณภาพดา้นเน้ือสัมผสั (Texture properties) ของผกั
และผลไม ้ช่วยเพ่ิมความแข็งแรงของเน้ือเยื่อ โดย
ไอออนของแคลเซียมเขา้ไปเช่ือมโมเลกุลของ Pectin 
ท่ีกลุ่ม Carboxyl ท่ีว่างอยู่ และลดอตัราการสลายตวั
ของเซลล ์การใชแ้คลเซียมแลคเตทในผกัและผลไม้
ถูกน ามาใชใ้นการปรับปรุงและรักษาคุณภาพทางดา้น 
เน้ือสัมผสั โดยไปมีผลในการยบัย ั้งการอ่อนน่ิมของ
ผกัและผลไม ้เม่ือโครงสร้างเซลลแ์ข็งแรงท าใหมี้ผล
ต่อการเปล่ียนแปลงคุณภาพดา้นอ่ืนๆ ตามมา เช่น ลด
การเขา้ท าลายของจุลินทรีย ์ยบัย ั้งกระบวนการเกิดสี
น ้าตาลเป็นตน้ (Alandes et al., 2009) มีการศึกษาผล
ของการใช้แคลเซียมแลคเตทในการลา้งผกักาดแกว้ 
(Iceberg lettuce) พร้อมบริโภค พบว่าการใชแ้คลเซียม
แลคเตทความเขม้ขน้ 1.5% สามารถยบัย ั้งกระบวนการ 
เกิดสีน ้าตาล และกิจกรรมของเอนไซม ์PPO นอกจากน้ี 
ยงัสามารถเพ่ิมความแน่นเน้ือ ในขณะท่ีแคลเซียม
แลคเตทความเขม้ขน้ 3.0% สามารถยบัย ั้งกระบวนการ 
หายใจได ้ (Martin-Diana et al., 2005) นอกจากน้ีมี
รายงานการใช้แคลเซียมแลคเตทท่ีความเขม้ขน้ 15 
กรัม/ลิตร ร่วมกบัการใชโ้อโซน 1 มิลลิกรัม/ลิตร ใน
ผกักาดตัดแต่งพร้อมบริโภค พบว่าสามารถลดการ
เกิดสีน ้าตาลได ้โดยไปมีผลในการยบัย ั้งกิจกรรมของ 
Polyphenol oxidase (PPO) ท่ีเป็นสาเหตุของกระบวนการ 

เกิดสีน ้าตาล ซ่ึงการเปล่ียนแปลงดงักล่าวมีความสัมพนัธ์ 
ไปในทิศทางเดียวกนักบัการลดลงของกิจกรรม PME 
(Rico et al., 2007) จากการศึกษาพบวา่แคลเซียมมีผล
ต่อการเพ่ิมความแข็งแรงของเซลล ์ดงันั้นจึงมีการศึกษา 
ความแขง็แรงของเซลลจ์ากการเปล่ียนแปลงของปริมาณ 
Malondialdehyde (MDA), Hydrogen peroxide และ
กิจกรรมของเอนไซม ์Lipoxygenase (LOX) ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน 
โดย เอนไซม ์LOX ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่
ของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (Lipid peroxidation) บริเวณ
เยื่อหุม้เซลลส่์งผลใหเ้กิดปริมาณของ Hydrogen peroxide 
และ MDA เพ่ิมสูงข้ึนภายในเซลล ์(Babenko et al., 2017) 

ดงันั้น การศึกษาผลของแคลเซียมแลคเตท
จึงมีความน่าสนใจในการน ามาศึกษาและวิจยั เพ่ือ
เป็นทางเลือกหน่ึงในการยืดอายุการเก็บรักษา และ
คุณภาพของผ ลิตผลหลังการ เก็บ เ ก่ี ยว  โดย มี
สมมุติฐานท่ีว่าสารแคลเซียมแลคเตทเก่ียวข้องกับ
ความแข็งแรงของโครงสร้างเซลล ์และส่งผลต่อการ
ยบัย ั้งกระบวนการเกิดสีน ้ าตาลและการเส่ือมสภาพ
ของผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคได ้
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
การเตรียมผลติผล 

น าผกักาดหวาน (Romaine lettuce) ท่ีเก็บเก่ียว 
ในระยะความแก่ทางการคา้ ปราศจากโรคและต าหนิ 
มีขนาดใกลเ้คียงและสม ่าเสมอ น ามาหัน่ใหเ้ป็นส่ีเหล่ียม 
ขนาด 4×3 เซนติเมตร จากนั้นน าไปลา้งในสารละลาย 
Sodium hypochlorite (Chlorox®) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
100 ppm นาน 5 นาที ท าการลา้งดว้ยน ้าเปล่า เป็นเวลา 
10 นาที เพ่ือลา้งสารละลาย Sodium hypochlorite ท่ีตกคา้ง 
ออก น าตวัอย่างผกักาดหวานท่ีไดไ้ปแช่ในน ้ ากลัน่ 
(Control) และสารละลาย 1.5% แคลเซียมแลคเตท 
เป็นเวลา 10 นาที ท าการสลดัน ้าออกใหแ้หง้ จากนั้น
บรรจุลงในกล่องพลาสติก Polypropylene (ขนาด 12×15×6 
เซนติเมตร) น ้ าหนัก 55-60 กรัม จ านวน 48 กล่อง 
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โดยแบ่งออกเป็นกลุ่มการทดลองกลุ่มละ 24 กล่อง 
น ามาเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 6±1 องศาเซลเซียส ความช้ืน
สมัพทัธ์ 85% วิเคราะห์ค่าการเกิดสีน ้าตาล (Browning 
index), สารประกอบฟีนอล, กิจกรรมของเอนไซม ์
Phenylalanine ammonia lyase (PAL), Polyphenol 
oxidase (PPO) และ Peroxidase (POD) ในระหว่าง
เก็บรักษาเป็นเวลา 0, 2, 5, 10 และ 15 วนั ตวัอย่างท่ี
น ามาวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงทางเคมีจะถูกท าให้
เย็นอย่างรวดเร็วโดยไนโตรเจนเหลว จากนั้นน ามา
เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
การวเิคราะห์การเปลีย่นแปลงทางเคม ี

1. ค่า Browning index (BI) และการเปลี่ยนแปลง
สีบริเวณเส้นกลางใบ (ดดัแปลงจาก Pen and Jiang, 2003) 

การวดัค่า BI และสีท่ีบริเวณรอยตดัมีการน า
ตวัอย่างมาซ ้ าละ 10 ช้ิน จ านวน 3 ซ ้ า ตวัอย่าง รวม
ทั้งหมด 30 ช้ิน การวดัค่า BI เป็นการใหค้ะแนนการ
เกิดสีน ้ าตาลในแต่ละช้ิน เกณ์์การให้คะแนนการ
เกิดสีน ้ าตาลแบ่งเป็น 5 คะแนน ไดแ้ก่ 5 = เกิดสี
น ้าตาลรุนแรงมาก, 4 = เกิดสีน ้าตาลรุนแรง, 3 = เกิด
สีน ้าตาลปานกลาง, 2 = เกิดสีน ้าตาลนอ้ย, 1 = เกิดสี
น ้าตาลนอ้ยมาก และ 0 = ไม่เกิดสีน ้าตาล และการวดั
ค่าการเปล่ียนแปลงสีบริเวณเส้นกลางใบ ใช้เคร่ือง 
Chroma meter (HunterLab, MiniScan EZ) 

2. ปริมาณสารประกอบ Phenolic compounds 
(Ketsa and Atantee, 1998) 

ตวัอยา่งบดละเอียด 0.50 กรัม เติมสารละลาย 
80% Ethanol ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น าของเหลวท่ีได้
ไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
นาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลาย 
ส่วนใสท่ีไดม้า 60 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 
10% Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไว ้ 8 นาที เติมสารละลาย ความ
เขม้ขน้ Sodium carbonate 7.5% จ านวน 450 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไว ้2 ชัว่โมง น าตวัอย่างท่ีไดน้ าไป 

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 
ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer โดยเปรียบเทียบกบั
กราฟสารละลายมาตรฐาน Gallic acid (มิลลิกรัมต่อกรัม) 

3. กิจกรรมของเอนไซม์ Phenylalanine 
ammonialyase (PAL) (ดดัแปลงจาก Ke and Saltveit, 
1989) 

ตั ว อ ย่ า ง บ ด ล ะ เ อี ย ด  0. 50 ก รั ม  เ ติ ม
สารละลาย 0.05M Sodium borate buffer pH 8.8 ท่ี
เยน็ลงไป 1 มิลลิลิตร น าไป Homogenizer ท่ี 15,000 
รอบนาที เป็นเวลา 30 นาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 4 องศา
เซลซียส วิเคราะห์หาอตัราปฏิกิริยาต่อไปทนัที โดย
แบ่งออกเป็น 2 หลอดทดลอง หลอดท่ี 1 (Blank) เติม 
0.05M Sodium borate buffer pH 8.8 จ านวน 1.5 
มิลลิลิตร สารละลายเอนไซม ์1 มิลลิลิตร และน ้ากลัน่ 
2 มิลลิลิตร หลอดท่ี 2 เติม 0.05M Sodium borate 
buffer pH 8.8 จ านวน 1.5 มิลลิลิตร สารละลาย
เอนไซม ์1 มิลลิลิตร และน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร และ ฟี
นิลอะลานิน (10 มิลลิกรัม: น ้ า 1 มิลลิลิตร) จ านวน 1 
มิลลิลิตร จากนั้ นเขย่าส่วนผสมในแต่ละหลอด
ทดลองด้วยเคร่ืองเขย่า แล้วน า ไปบ่มในน ้ าอุ่นท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หยุด
ปฏิกิริยาโดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 5N 
ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรต่อหลอด จากนั้นน าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร ผล
หรือค่าดูดกลืนแสงท่ีได้ แสดงออกมาในรูปอตัรา
ปฏิกิริยาเอนไซม์ PAL เม่ือเปรียบเทียบกบั Blank 
โดย 1 หน่วยปฏิกิริยา คือ ปริมาณของเอนไซม ์PAL 
ท่ีท าใหกิ้ด Cinnamic acid 1 โมล ในเวลา 1 ชัว่โมง 

4. กิจกรรมของเอนไซม์ Polyphenol oxidase 
(PPO activity) และ Peroxidase (POD activity) 

ชัง่ตวัอยา่งบดละเอียด 0.50 กรัม เติมสารละลาย 
0.5M potassium phosphate buffer 6.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าสารละลายส่วนใสเขา้เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ควบคุมอุณหภูมิ
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ท่ี 4 องศาเซลเซียส น าสารสกดัละลายเอนไซมไ์ป
วิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ต่อปริมาณ
โปรตีน (Bradford, 1976) 

กิจกรรมของเอนไซม์ PPO ประกอบดว้ย
สารละลาย 0.5M Sodium phosphate buffer 6.5 และ 
0.25M Catachol ท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 480 นาโนเมตร โดยวดัทุกๆ 30 
วินาที เป็นเวลา 5 นาที ก าหนดให้ 1 unit ของ PPO 
หมายถึง ปริมาณเอนไซมซ่ึ์งท าใหค่้าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร เพ่ิมข้ึน 0.001 หน่วย 
ในเวลา 1 นาที (Galeazzi and Sgarbieri, 1981) 

กิจกรรมของเอนไซม ์POD ประกอบดว้ย 0.2M 
Sodium phosphate buffer 6.5, 16mM Guaiacol, 2mM 
Hydrogen peroxide ท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 470 นาโนเมตร เป็นเวลา 3 นาที 
ก าหนดใหค่้า Extinction coefficient 26.6 mM-1.cm-1 
(Castillo et al., 1984) 

5. Lipoxygenase (LOX activity) (Maalekuu 
et al., 2006) 

ชัง่ตวัอยา่งบดละเอียด 0.50 กรัม เติมสารละลาย 
0.5M Sodium phosphate buffer 7.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าสารละลายส่วนใสเขา้เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส น าสารสกดัละลายเอนไซมไ์ปวิเคราะห์ 
หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ต่อปริมาณโปรตีน โดย
กิจกรรมของเอนไซม ์LOX ประกอบดว้ยสารละลาย 
7mM linoleic acid และ 0.2M Sodium phosphate buffer 
6.5 ท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์น าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 234 นาโนเมตร เป็นเวลา 2 นาที ก าหนดใหค่้า 
Extinction coefficient 25.0mM-1.cm-1 

6. การวิเคราะห์ Malondialdehyde (MDA) 
(Hodges et al., 1999) 

ชัง่ตวัอย่างบดละเอียด 0.50 กรัม เติม 80% 
Ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลาย

ส่วนใสเขา้เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที 
ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น า
ตวัอย่างมา 200 ไมโครลิตร เติม 0.65% Thiobarbituric 
acid (TBA) ท่ีประกอบไปดว้ย 20% Trichloroacetic acid 
(TCA) และ 0.01% Butylated hydrotolene (BHT) น า
ตัวอย่างผสมให้เข้ากันและน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ท้ิงสารละลายให้เยน็ใน
ถงัน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปท าการเหว่ียงตกตะกอนท่ี
ความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440, 532 และ 600 นาโนเมตร 
น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณ 

A = (Abs 532+TBA) - (Abs 600+TBA) - 
(Abs 532 –TBA- Abs 600 –TBA)] 

B = (Abs 440+TBA - Abs 600 +TBA) 
0.0571 

MDA (nmol mL–1) = (A–B/ 157000)/ 106 
-TBA = 20% TCA + 0.01% BHT 
+TBA = มีการเติมสารละลาย TBA 
7. การวิเคราะห์หา Hydrogen peroxide 

(Velikova et al., 2000) 
ชั่งตัวอย่างบดละเอียด 0.5000 กรัม เติม

สารละลาย 1.0% Trichloroacetic acid (1.0% TCA) 
ปริมาตร 1.0 มิลลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น าสารละลายตวัอย่างไปวิเคราะห์หา
ปริมาณอนุมูลอิสระในรูป Hydrogen peroxide โดย
น าสารละลายตวัอย่างปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติม
สารละลาย 0.5M Sodium phosphate buffer 7.0 ปริมาตร 
1.0 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 1M Potassium iodide 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 390 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบ
กบักราฟสารละลายมาตรฐาน Hydrogen peroxide 
(ไมโครโมล 
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8. การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์
ทางสถิต ิ

ว า ง แผนกา รทดลองแบบ  Completely 
Randomized Design (CRD) ท าการทดลอง 3 ซ ้ า การ
วิเคราะห์ใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 
(One-Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี 
Tukey’s Honesty Significant Difference (HSD) ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 99% (p0.01) โดยใช ้R Program 
version 2.15.1 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
การเกิดสีน ้ าตาลเป็นกระบวนการท่ีเกิดข้ึน

อยา่งรวดเร็วท่ีบริเวณรอยตดั และบาดแผล การเกิดสี
น ้าตาลเกิดข้ึนเม่ือเซลลถู์กท าลาย เช่น จากการตดั หัน่ 
ท าให้เกิดการออกซิเดชั่นของสารประกอบไดฟีนอ
ลิค (Diphenolic compound) โดยมีเอนไซมโ์พลีฟีนอ
ลออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) ในสภาวะท่ี
มีอากาศ เกิดเป็นสาร o-diphenol จากนั้น o-diphenol 
จะถูกออกซิไดซ์ต่อไปเป็นสารควิโนน (o-quinone) 
แล้วจึงเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (Polymerization) 
ของสารควิโนนกบักรดอะมิโนหรือโปรตีนต่อไป ได้
เป็นสารสีน ้ าตาลท่ีไม่ละลายน ้ า ท่ีเรียกว่า Melanin 
(Martinez and Whitaker, 1995) การเกิดสีน ้าตาลของ
ผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคสามารถวิเคราะห์
ไดจ้ากคะแนนการเกิดสีน ้ าตาล (Browning index, 
BI) (Figure 1) และการเปล่ียนแปลงสีบริเวณรอยตดั 

ไดแ้ก่ Hue, Chroma และ E (Figure 2) โดยค่า 
Chroma คือ ค่าความเขม้ของสี, Hue คือ ค่าเฉดสี และ
ค่า E คือ ค่าความแตกต่างของสี จากผลการทดลอง
พบว่าค่า BI ในผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ี
แช่และไม่ไดแ้ช่สารละลายแคลเซียมแลคเตทมีค่าเพ่ิม
สูงข้ึนเล็กน้อย และไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิติ ในวนัท่ี 2 ของการเก็บรักษา 
โดยค่า BI มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทาง
สถิติ ตั้ งแต่วนัท่ี 5 ของการเก็บรักษาจนกระทั่งวนั
สุดทา้ยของการเก็บรักษา การใชแ้คลเซียมแลคเตทท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 1.5% สามารถชะลอการเปล่ียนแปลง 
การเกิดสีน ้ าตาลได ้เม่ือตรวจสอบการเกิดสีน ้ าตาล
บริเวณรอยตดั พบว่ามีความสัมพนัธ์กบัค่าการเกิดสี
น ้ าตาล ผ ักกาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีแช่
แคลเซียมแลคเตท มีค่า Chroma สูง และ Hue และ 
E ต ่ากวา่ไม่ไดแ้ช่แคลเซียมแลคเตท โดยค่า Hue ท่ี 
0 องศา แสดงค่าสีแดง และค่า Hue 90 องศา แสดงค่า
สีเหลือง นั้นแสดงให้เห็นว่าผกักาดหวานแปรรูป
พร้อมบริโภคท่ีแช่แคลเซียมแลคเตทมีค่าออกสีแดง
หรือสีน ้าตาลนอ้ยกวา่ผกักาดหวานแปรพร้อมบริโภค
ท่ีไม่ได้แช่แคลเซียมแลคเตท สอดคล้องกับการ
ทดลองของ Martin-Diana et al. (2005) ท่ีมีการศึกษา
ผลของการใช้ 1.5% แคลเซียมแลคเตทในการลา้ง 
Iceberg lettuce พร้อมบริโภค พบว่าการใชแ้คลเซียม
แลคเตทสามารถยบัย ั้งกระบวนการเกิดสีน ้าตาลได ้
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Figure 1  The Browning index (BI) in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate (control) and  

  treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent ± standard error (SE)  
  (n=30).  

 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลเป็นตวับ่งบอก

ถึงกระบวนการเกิดสีน ้ าตาลในผกัและผลไม ้เม่ือ
เซลล์ของผลิตผลถูกท าลาย สารต่างๆ ภายในเซลล์
เกิดการร่ัวไหลออกมาท าให้สารประกอบฟีนอล
สัมผสักบัอากาศ ซ่ึงเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการ
เกิดสีน ้ าตาลอันเน่ืองมาจากเอนไซม์ (Enzymatic 
browning) โดยมี Polyphenol oxidase (PPO) เป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยาท าใหเ้กิดกระบวนการ Polymerization 
เกิดเป็นสารประกอบสีน ้ าตาล ดงันั้นการสะสมหรือ
การเ พ่ิม ข้ึนของสารประกอบฟีนอลในเซลล์มี
ความสัมพันธ์กับการเพ่ิมข้ึนของการเกิดสีน ้ าตาล 
จากการทดลองพบว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อม

บริโภคท่ีไม่มีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตทมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงกว่าการแช่สารละลาย
แคลเซียมแลคเตท (Figure 3) การใช้สารละลาย
แ ค ล เ ซี ย ม แ ล ค เ ต ท ส่ ง ผ ล ใ ห้ ป ริ ม า ณ ข อ ง
สารประกอบฟีนอลต ่ ากว่ า ไ ม่ ใช้ เ น่ื องมาจาก
แคลเซียมมีผลต่อการเพ่ิมความแข็งแรงของเน้ือเยื่อ
ภายในเซลล์ ดังนั้ นเ ม่ือเซลล์เ กิดความแข็งแรง
เอนไซมต่์างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดสีน ้าตาลภายใน
เซลล์จึงลดลง นอกจากน้ี พบว่าการลดลงของ
สารประกอบฟีนอลสัมพนัธ์กบักิจกรรมของเอนไซม ์
PAL ท่ีลดลง ซ่ึงเอนไซม ์PAL มีหนา้ท่ีกระตุน้การ
สงัเคราะห์สารประกอบฟีนอลในพืช 
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Figure 2  Change of midrib color in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate (control) and  

 treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. A:  Hue values, B: Chroma value and C:  
 E. Error bars represent ± standard error (SE) (n=30).  
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Figure 3  Change of phenolic compounds in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate (control) and  

 treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent ± standard error (SE)  
 (n=3). 

 
นอกจากน้ีมีการศึกษาการเปล่ียนแปลง

กิจกรรมของเอมไซม ์Phenylalanine ammonialyase 
(PAL) Polyphenol oxidase (PPO) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์
มีความเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเกิดสีน ้าตาล (Figure 
4 และ Figure 5) จากการทดลอง พบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์PAL และ PPO ในผกักาดหวานท่ีมีการแช่
สารละลายแคลเซีย แลคเตทต ่ากิจกรรมของเอนไซม์
ต ่ ากว่ าผ ักกาดหวานท่ีไ ม่ มีการแ ช่สารละลาย 
โดยทัว่ไปเน้ือเยื่อพืชมีการสร้างกิจกรรมของเอนไซม ์
PAL และ PPO เม่ือพืชเกิดความเครียดหรือบาดแผล 
(Peiser et al., 1998; Chutichudet et al., 2011) โดยมี
เอนไซม ์PAL กระตุน้ใหมี้การสังเคราะห์สารประกอบ 
ฟีนอล และมีเอนไซม ์PPO เร่งกระบวนการเกิดสีน ้าตาล 
จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าแคลเซียมแลคเตท 

มีผลต่อการลดลงของสารประกอบฟีนอล กิจกรรม
ของเอนไซม ์PAL และ PPO ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการ
ลดลงของการเกิดสีน ้ าตาลของผกักาดหวานแปรรูป
พร้อมบริโภค มีรายงานว่าการยบัย ั้งกิจกรรมของ
เอนไซม ์PAL ในผกักาดสามารถยบัย ั้งความรุนแรง
จากการเกิดสีน ้าตาลได ้(Peiser et al., 1998) กิจกรรม
ของเอนไซม์ท่ี เ ก่ียวของกับการเ กิด สีน ้ าตาลมี
ความสัมพนัธ์กับความแข็งแรงของเซลล์ สามารถ
พิจารณาไดจ้ากผกักาดหวานท่ีมีการแช่สารละลาย
แลคเตทมีปริมาณของ MDA และกิจกรรมของ
เอนไซม์ LOX ต ่ากว่าท่ีไม่ได้แช่สารละลาย โดย
ปริมาณของ MDA และกิจกรรมของเอนไซม ์LOX ท่ี
สูงบ่งบอกถึงการเส่ือมสภาพของเยื่อหุ้มเซลลท่ี์มาก
ข้ึน 
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Figure 4  Change of Phenylalanine ammonialyase (PAL) activity in fresh-cut romaine lettuce was not treated with 

calcium lactate (control) and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars 
represent ± standard error (SE)(n=3). 

 

 
Figure 5  Change of Polyphenol oxidase (PPO) activity in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium 

lactate (control) and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent 
± standard error (SE) (n=3). 

 
การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์POD 

ในผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มีการแช่
สารละลายแคลเซียมแลคเตทและแช่สารละลาย มี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ (Figure 
6) จากการทดลอง พบว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อม

บริโภคท่ีมีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตทมี
กิจกรรมของเอนไซม์ POD น้อยกว่าผกักาดหวาน
แปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มีการแช่สาร กิจกรรมของ
เอนไซม ์POD มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดสีน ้าตาลใน
พืชบางชนิดและมีบทบาทเก่ียวข้องกับการยับย ั้ ง
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ความเครียดในพืช (Razzoli et al., 2015) การท่ี
กิจกรรมของ POD ต ่าอาจแสดงให้เห็นว่าผกักาด
หวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีมีการแช่สารละลาย
แคลเซียมแลคเตทมีความความเครียดนอ้ยในระหว่าง
การเก็บรักษา แคลเซียมแลคเตทสามารถเพ่ิมความ
แน่นเน้ือใหก้บัพืชได ้โดยแคลเซียมสามารถจบักบัเพ
กทิน (Pectin) ภายในเซลล์ท าให้เซลล์เกิดความ

แข็งแรงเพ่ิมข้ึน และส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม ์
POD ลดลง เน่ืองจากเอนไซม ์POD จะถูกกระตุน้เม่ือ
พืชไดรั้บความเครียดหรือเกิดชราภาพในระหว่างการ
เก็บรักษา ซ่ึงสอดคล้องกับกิจกรรมของ LOX, 
ปริมาณ MDA และ Hydrogen peroxide (Figure 7-9) 
ท่ีมีค่าต ่ากว่าว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ี
ไม่มีการแช่สารละลาย 

 

 
Figure 6  Change of Peroxidase (POD) activity in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate (control)  

  and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent ± standard error  
  (SE) (n=3). 

 

 
Figure 7  Change of lipoxygenase (LOX) activity in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate  

(control) and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent ± 
standard error (SE) (n=3). 
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การตรวจสอบการเส่ือมสภาพของเซลล์
สามารถวิเคราะห์จากกิจกรรมของเอนไซม์ LOX 
(Figure 7) เน่ืองจาก LOX เป็นเอนไซมท่ี์กระตุน้การ
สร้างอนุมูลอิสระในเซลล์ของส่ิงมีชีวิต ส่งผลต่อ
ความเสียหายของเซลล ์(Schmidt and Kunert, 1986) 
จากการทดลองพบว่ากิจกรรมของเอนไซม ์LOX มี
ค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งชดัเจนในวนัท่ี 2 ของการเก็บรักษา 
และมีค่าคงท่ีจนกระทัง่วนัท่ี 5 ของการเก็บรักษา เม่ือ
มีการเก็บรักษาท่ียาวนานข้ึน พบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์LOX ในผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภค
ท่ีมีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตทมีค่าลดลง 
ในขณะท่ีผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มี
การแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตทมีค่าคงท่ี แสดง
ให้เห็นว่าแคลเซียมแลคเตทมีผลต่อการลดลงการ
ท างานของเอนไซม ์LOX ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ส าคญัใน
การสร้างสารอนุมูลอิสระ  นอกจากน้ีมีการศึกษา
ปริมาณ MDA ในผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภค 
พบว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีมีการแช่

สารละลายแคลเซียมแลคเตทมีปริมาณ MDA นอ้ย
กว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มีการแช่
สารละลายแคลเซียมแลคเตท (Figure 8) โดยค่า 
MDA เป็นค่าท่ีบ่งบอกถึงกระบวนการเกิด Lipid 
peroxidation (Shewfelt and Rosario, 2000) ซ่ึง
สอดคลอ้งกบักิจกรรมของเอนไซม์ LOX ท่ีลดลง 
จากการทดลองพบว่าการใชแ้คลเซียมแลคเตทสามา
รถยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์LOX และลดปริมาณ 
MDA เน่ืองจากแคลเซียมมีบทบาทในการควบคุม
โครงสร้างและการท างานของเซลลเ์มมเบรน โดยท า
หน้าท่ีเช่ือมต่อโปรตีนและไขมัน ท าให้เซลล์เกิด
ความแข็งแรง (Demidchik et al., 2018) หากความ
แข็งแรงของเซลลล์ดลงท าให้กรดไขมนัอิสะเพ่ิมข้ึน 
กรดไขมนัเหล่าน้ีถูกออกซิไดส์ดว้ยเอนไซม ์LOX ท า
ใหเ้กิดสารอนุมูลอิสระ โดยการเกิดปฏิกิริยาของกรด
ไขมนัแสดงในรูปของปริมาณ MDA ดงันั้น จึงแสดง
ให้เห็นว่าแคลเซียมแลคเตทสามารถเพ่ิมแข็งแรง
ใหก้บัเซลลเ์มมเบรน 

 

 
Figure 8  Change of Malondialdehyde content (MDA) in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium  

 lactate (control) and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent  
 ± standard error (SE) (n=3). 
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มีการศึกษาการเปล่ียนแปลงของปริมาณ 
Hydrogen peroxide (Figure 9) โดยปริมาณ Hydrogen 
peroxide ท่ีสูงข้ึนแสดงถึงความเสียหายท่ีเกิดข้ึนกบั
เยื่อหุม้เซลลห์รือการเส่ือมสภาพของพืช เน่ืองจากใน
สภาวะท่ีเซลลเ์ส่ือมสภาพชกัน าใหเ้กิด Reactive oxygen 
species (ROS) เช่น Singlet oxygen (O2•2), Hydrogen 
peroxide (H2O2), Superoxide (O2

-) เป็นตน้ (Sharma 
et al., 2012) จากการเปรียบเทียบปริมาณ Hydrogen 
peroxide ในผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีไม่มี
การแช่และมีการแช่สารละลายแคลเซียมแลคเตท 
พบว่าผกักาดหวานแปรรูปพร้อมบริโภคท่ีมีการแช่
สารละลายแคลเซียมแลคเตทมีปริมาณ Hydrogen 
peroxide นอ้ยกว่าท่ีไม่ไดแ้ช่สารละลาย (Figure 8) 

แสดงให้เห็นว่าสารแคลเซียมแลคเตทสามารถชะลอ
การเส่ือมสภาพของเซลลท์ าใหเ้ซลลเ์กิดความแข็งแรง 
ส่งผลให้การสังเคราะห์ H2O2ลดลง โดยปกติเม่ือพืช
เกิดการชราภาพหรือเกิดการตายของเซลล ์(Programmed 
cell death; PCD) พบว่ามีปริมาณ Hydrogen peroxide 
เพ่ิมสูงข้ึน (Iakimova and Woltering, 2018) ซ่ึงเป็น
สัญญาณบ่งบอกถึงการชราภาพและการเส่ือมสภาพ
ของเซลล ์ดงันั้น การใชส้ารละลายท่ีมีแคลเซียมเป็น
องคป์ระกอบส่งผลใหเ้ซลลมี์ความแขง็แรงและชะลอ
การเส่ือมสภาพของเซลลไ์ด ้โดยแคลเซียมสามารถถ
รวมตวักบัสารเพกทินภายในเซลลเ์กิดเป็นโครงสร้าง
ท่ีแขง็แรงท่ีเรียกวา่ Egg-box model 

 

 
Figure 9  Change of hydrogen peroxide in fresh-cut romaine lettuce was not treated with calcium lactate (control)  

 and treated with 1.5% calcium lactate stored at 6±1 C, RH 85%. Error bars represent ± standard error  
 (SE) (n=3). 
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หวานแปรรูปพร้อมบริโภค โดยสอดคลอ้งกับการ
ลดลงปริมาณ MDA, Hydrogen peroxide และกิจกรรม 
ของเอนไซม ์LOX 
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